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論 文 内 容 要 旨
【目的】網膜 と脳 は非常 に多 くの活性酸 素種 を産生す る組織であ り,抗 酸化物質 の維持機構 を解 明す るこ
とは重要である。両組織 と血液 の間の物質交換 は血液網膜関 門と血液脳 関門に よって,各 々制御 されてい
る。 しか し,そ の分子機構 は不明な点が多 い。代表 的抗酸化物質の91utathione(GSH)はL-cysteine(L-Cys)か
ら合 成 されるこ とか ら,両 蘭門 におけるL-Cysと その二量体L-cystineの 輸 送機構iを明 らかにす るこ とは重
要である。L-Cysに 比べ て血 中濃度が5倍 も高いL-cystiぬeの 輸送機 構 は特 に重要であ る。 また,網 膜 と脳
内のGSHは 主 に,各 々MUIIer細 胞 と星状 膠細胞 に分布 してい るこ とか ら,両 細胞 におけるL-cystineの 輸
送 も重要な役割 を果 た している と推察 され る。
輸送機構1の解 明にinvitro細 胞系 は有用 である。 しか し,網 膜 は微小組織 であ り,単 離細胞 系や初代培
養細胞系 を用 いる ことは事実上不可能であ る。温度感受性SV40T抗 原遺伝子導入動物(tsA58TG)を 用 いた
不死化細胞株 の樹立 は標的細胞 の精製が不 要であ り,微 小組織か らの細胞株単離 に威 力 を発揮す る。また,
比較的invivoの 特性 を反映 してお り優 れたinvitroモ デル となる可能性 が高い。
そ こで,本 研究 は内側血液網膜関門の実体 である網膜毛細血管内皮細胞 とMUIer細 胞 についてtsA58TG
ratか ら条件 的不死化細胞株 を樹立 し,そ の特性 をinvivoと 比較解 明す る ことを目的 とした。 さらに,両
細胞株 と血液脳関 門の不死化培養細胞株 を用いてL-cystine輸 送機構 を明 らか にする こと,お よびこれ らの
細胞系 に対す る酸化 的ス トレス負荷時 におけるL=cystine輸 送の変動機構1を明 らか にす るこ とを目的 と し
た。
【方法】条件的不死化細胞株 は,各 細胞 リッチ画分 を33℃/5%CO、 で培養 して温度感受性SV40T抗 原 を活
性化 させ,シ リンダー カップ法 を2回 適用 し,ク ロー ンを樹 立 した。網膜 毛細血管 内皮細胞株(TR-iBRB)
には10%胎 児 ウシ血清(FBS)お よび15mg/L内 皮細胞成長 因子 を含 むDulbecco'smodifiedEagle'sMedium
(DMEM),MUIer細 胞株(TR-MUL)に は10%FBSを 含む高 グル コースDMEMを 用 いた。血液脳 関門の不死
化培養細胞株 ぽMBEC4細 胞 を用 いた。なお,10%FBSを 含 むDMEMを 培養 液 として用 い,37℃/5%CO、
で培 養 した。 タンパ ク発現解析 はWesternblot法 もしくは免疫 染色法 を用い,mRNA発 現解析 はRT-PCR
法 を用いた。mRNA発 現 量の定量解析 には リアル タイム定量PCR法 を用 いた。3-0-Methyl-D-glucose(3-
OMG)とL-cystine輸 送機能 は各 々[3H}3-OMGお よび[MC]L-cystineを 用い,37℃ で初期取 り込み速度 を測定
した。
【結 果 ・考 察】細胞株 の増殖性:TR-iBRB細 胞 お よびTR-MuL細 胞 は33℃ で培養時 にsv40T抗 原 を発現
し,各 々約20時 間お よび30時 間のdoublingtimeで 増殖 した。一方,37℃ お よび39℃ で培養時 には増殖速
度が著 しく低下 し,TR-iBRB細 胞 における39℃ でのSV40T抗 原発現量は33℃ の約20%に 減少 した。 した
が って,TR-iBRB細 胞 お よびTR-MuL細 胞 はSv40T抗 原の発現 に依存 して増殖す る条件的不死化細 胞株
であることが示 された。
TR-iBRB細 胞 の特性=vonWillebrandfactorの 発現お よびAcLDLの 取 り込 み活性 は内皮細胞 のマ ーカー
として重要であ る。VEGFreceptor-2(KDRIFlk-!)は 内側血液網膜 関門に発現 し,糖 尿病網膜症 におけ る血
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管 新 生 に 関 与 して い る 。TR-iBRB細 胞 はvonWillebrandfactorお よ びVEGFreceptor-2を 発 現 し て い る こ と
が 示 さ れ た 。 さ ら に,AcLDLはTR-iBRB細 胞 に 濃 度 お よ び 温 度 依 存 的 に取 り込 ま れ た こ と か ら,AcLDL
受 容 体 介 在 型 輸 送 系 が 機 能 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
内 側 血 液 網 膜 関 門 に 高 発 現 し て い る 輸 送 担 体 で あ るP-glycoproteinお よ びGLUT1が,TR-iBRB細 胞 に 発
現 して い る こ とが 示 さ れ た 。GLUT1の 基 質 で あ る[3H]3-OMGの 取 り込 み は 大 部 分 がNa+非 依 存 性 で あ り,
約20秒 で 定 常 状 態 に 達 し,促 進 拡 散 型 で あ るGLUT1の 性 質 と一 致 し た 。 こ の 初 期 取 り込 み 速 度 は 濃 度 依
存 性 を示 し,K。 値 は5.6mMで あ っ た 。 こ のK.値 はinvivo実 験 系 で 報 告 さ れ て い る ラ ッ ト網 膜 に対 す る 血
液 網 膜 関 門 を 介 し たD-glucose取 り込 み のK。 値,7.8mMと 近 似 した 。 し た が っ て,TR-iBRB細 胞 はinvivo
内 側 血 液 網 膜 関 門 の 特 性 を 少 な く と も一 部 保 持 し た 不 死 化 細 胞 株 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。
TR-MUL細 胞 の 特 性:MUIer細 胞 の マ ー カ ー で あ るglutaminesynthetaseお よ び 興 奮 性 ア ミ ノ 酸 輸 送 担 体
EAATl/GLASTが,TR-MUL細 胞 に 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら は 細 胞 間 液 中 の 過 剰 なL-
glutamicacid(L-Glu)を 細 胞 内 に 取 り込 み,L-glutamineに 変 換 す るMhller細 胞 独 自 の 役 割 を果 た し て お り,
本 機 構 はTR-MUL細 胞 で も維 持 され て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 方,興 奮 性 ア ミノ 酸 輸 送 担 体 の う ち 網 膜
で は神 経 細 胞 に 発 現 が 局 在 し て い るEAAT2/GLT-1お よ びEAAT5に つ い て は,TR-MUL細 胞 に発 現 し て い
な い こ と が 示 さ れ た 。Glialfibrillaryacidicprotein(GFAP)は,正 常Mtder細 胞 に は ほ と ん ど発 現 して い な い
が,強 い 光 刺 激 等 の 異 常 時 に は 発 現 が 誘 導 さ れ る 。TR-MUL細 胞 に お い てGFAPは ほ と ん ど発 現 せ ず,少
な く と もGFAPの 発 現 に 関 して はTR-MUL細 胞 は 正 常 なMiHler細 胞 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。 した が っ て,
TR-MUL細 胞 はinvivoMUIIer細 胞 の 特 性 を 少 な く と も 一 部 保 持 し た 不 死 化 細 胞 株 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た こ
L-Cystine輸 送 機 構:TR-iBRB2細 胞 お よ びMBEC4細 胞 に お け る[14qL-cystineの 初 期 取 り込 み 速 度 はNa+
非 依 存 性 お よ び 濃 度 依 存 性 を 示 し,K。 値 は 各 々9.2μMお よ び64μMで あ っ た 。 こ のK。 値 はL-cystineと
L-Gluの 交 換 輸 送 系 で あ るsystemx、'のK.値 と し て 報 告 さ れ て い る,約45μMに 近 似 し た 。TR-iBRB2細 胞,
TR-MUL5細 胞,お よ びMBEC4細 胞 に お け る['4C]L-cystine初 期 取 り込 み は,L-cystineお よ びL-Gluを 含 む
systemx、.の 基 質 に よ っ て 強 く阻 害 さ れ た 。 特 に,TR-iBRB2細 胞 お よ びMBEC4細 胞 に お い てL-cystine取
り込 み に 対 す るL-Gluに よ る 阻 害 は 競 合 的 で あ る こ とが 示 さ れ た 。 一 方,L-asparticacidに よ る 阻 害 は 弱 く,
L-leucineで は 全 く 阻 害 さ れ な か っ た 。 さ ら に,TR-iBRB2細 胞,TR-MUL5細 胞,お よ びMBEC4細 胞 に お
い てsystemx、'の 構 成 分 子 で あ るxCTお よ び4F2hcが 発 現 し て い た 。 し た が っ て,内 側 血 液 網 膜 関 門,
MUIIer細 胞,お よ び 血 液 脳 関 門 に お い てsystemx♂ を介 し たL-cystine輸 送 機 構 が 機 能 し て い る こ とが 示 唆 さ
れ た 。
L-Cystine輸 送 機 構 に 及 ぼ す 酸 化 的 ス ト レ ス の 影 響 を 解 析 す る モ デ ル 系 と し て,GSHと 結 合 し て そ の 抗
酸 化 活 性 を失 わ せ,細 胞 内 活 性 酸 素 種 を増 加 させ るdiethylmaleate(DEM)処 理 を行 っ た 。DEM処 理 を 行 っ
たTR-iBRB2細 胞,TR-MUL5細 胞,お よ びMBEC4細 胞 に お い て,xCTmRNA発 現 量,[14CIL-cystine取 り
込 み が 上 昇 し た 。DEM処 理 細 胞 で は 増 加 し た 活 性 酸 素 種 か ら細 胞 を 防 御 す る た め,GSHの 合 成 量 を 増 加
さ せ る必 要 が あ る 。 そ の た め,xCTmRNAの 転 写 を 誘 導 してsystemx、'を 介 し たL-cystine取 り込 み 活 性 を 上
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昇 させ,GSHの 合成原料 を細胞 に供給 しているこ とが示唆 された。一方,4F2hcmRNA発 現量 はほ とん ど
変動 しなかった。4F2hcmRNA発 現量 はxCTの 数十倍高 いこ とか ら,4F2hcは 発現量が変化 しな くて もL-
cystine取 り込み活性 を上昇 させ ることが可能であ るとい える。DEM処 理 はTR-iBRB2細 胞お よびMBEC4
細胞 におけ る細胞 内GSH濃 度 を上昇 させ る ことが示 され,L-cystine取 り込み活性 の上昇がGSH濃 度 の上
昇 に結 びつ いている ことが示唆 された。DEM処 理 を行 ったTR-MUL5細 胞 では一過 的 に細 胞内GSH濃 度
が減 少 し,長 時間のDEM処 理で はGSH濃 度が回復 した。TR-MUL5細 胞で はL-cystine取 り込 み活性 の上
昇 はGSH濃 度の回復 過程 において関与 しているこ とが示唆 された。以上の こ とか ら,内 側血液網膜関 門,
MUIer細 胞,お よび血 液脳 関門にお けるsystemx♂ を介 したL-cystine輸 送 は酸化的 ス トレス環境下で活性が
上昇 し,活 性 酸素の除去 に重要 な役割 を果 た している ことが示唆 され た。
【結論】樹立 したTR-iBRB細 胞お よびTR-MUL細 胞 はinvivoの 機能 を少な くとも一部保持 していることが
示 され,各 々 の細胞 機 能 を解析 で きる優 れたinvitroモ デル細 胞株 で あ る とい え る。 両細 胞株 お よび
MBEC4細 胞 を利用 した結果,循 環血液か ら内側血液網膜関 門お よび血液脳 関門 を介 して グリア細胞 に至
るL-cystine輸 送経路 にsystemxc冒 が関与 している ことが示唆 された(図)。 本輸送経路 は酸化的 ス トレス環
境下 では活性 が顕 著 に上昇す る ことが示 され,、網膜お よび脳 内GSH濃 度 を維持 し,活 性酸素種 か ら網膜
および脳 を防御 する上 で重要 な役割 を果 た してい ることが示唆 された。L-Cystineは 神経組織 に高 い移行性
を有す る抗酸化 物質 と して,活 性酸素種 が関与す る網膜お よび脳疾患の治療 に大 きな役割 を果 たす ことが
期待 される。本研 究で樹 立 したTR-iBRB細 胞 お よびTR-MUL細 胞 は,こ れ まで解析が 困難 であ った内側
血液網膜関門お よびMt且er細 胞 の輸送機能解 明に突破 口を開 くことが期待 される。






















審 査 結 果 の 要 旨
本研究 は内側血 液網膜 関門お よびMUIIer細 胞 の機能 をinvitro実 験系 で詳細 に解析するため,温 度感受
性Sv40T抗 原遺伝子導 入ラ ッ トか ら両細胞 の条件的不死化細胞株(TR-iBRB細 胞 お よびTR-MuL細 胞)
を樹 立す るこ とを目的 とした。 さ らに,両 細胞株 と血液脳 関門の培養細 胞株(MBEC4細 胞)を 用い,抗
酸化物質 グル タチオ ンの合成原料 であるL-cystineに つ いて,網 膜 お よび脳へ の輸 送機構 を明 らか にす る
こ とを目的 とした。
内側血液網膜 関門お よびMUIIer細 胞 リッチ画分 を各 々33℃ で培養 して温度感受性SV40T抗 原 を活性 化
させ,シ リンダーカ ップ法 によって単一細胞 由来の細胞株 を単離 した。TR-iBRB細 胞 にお いて,内 皮細胞
マーカーであるvonWillebrandfactor,VEGFreceptor-2の 発現 お よびAcLDL取 り込 み能が示 され た。 さら
にTR-iBRB細 胞 には,内 側血液網膜 関門 に高発現 してい る輸送担 体であるP-glycoproteinお よびGLUT1
が発現 してい る ことが 示 された。TR-MUL細 胞 に はM測er細 胞 のマ ー カー であ るS-100,glutamine
synthetase,お よびEAATl/GLASTが 発現 している ことが示 された。TR-iBRB2細 胞,MBEC4細 胞,お よび
TR-MUL5細 胞 において,[14C]L-cystine取 り込み にsystemx、'輸 送系が関与 しているこ とが示唆 され,さ ら
にsystemx。 冒の構成 分子で あ るxCTお よび4F2hcの 発現 が示 された。酸 化的 ス トレス のモデル として
diethylmaleate処 理 を行 うこ とで,TR-iBRB2細 胞,TR-MUL5細 胞,お よびMBEC4細 胞 におけるxCT
mRNA発 現量 お「よび['4CIL-cystine取 り込 み活性の上昇が示 された。
以上 の結果か ら,樹 立 したTR-iBRB細 胞お よびTR-MUL細 胞 はinvivoの 機能 を少 な くとも一部保持 し,
各々の細胞機能 を解析 できる優れ たinvitroモ デル細胞 株である といえる。 さらに,樹 立 した両細胞株お
よびMBEC4細 胞 を利用 した結果,循 環血液 か ら内側血液網膜 関門および血液脳関門 を介 してグ リア細胞
に至 るL-cystine輸 送経路 にsystemxc『 が関与 し,酸 化的ス トレス環境下で はsystemx♂ の活性 が上昇す るこ
とが示唆 され た。本輸 送経路 は網膜お よび脳内 グル タチオ ン濃度 を維持 し,活 性酸 素種 か ら網膜 お よび脳
を防御す る上で生理的 に重要 な役割 を果 た してい る と考 えられ る。本研 究で樹 立 したTR-iBRB細 胞お よ
びTR-MU恥 細胞 は,こ れ まで解析が困難であった内側血液網膜 関門お よびMUIIer細 胞 の輸送機能解明 に
突破 口を開 くことが期待 され る。 よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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